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Bisfenol A (BPA) je kemična spojina z zelo široko uporabo, zaradi česar ljudje pogosto 
pridejo v stik z njim. Kot monomer se uporablja pri izdelavi polikarbonatne plastike in epoksi 
smol. Polikarbonatno plastiko najdemo v plastenkah, vsebnikih za hrano ter medicinskih in 
športnih pripomočkih; epoksi smole pa se uporabljajo predvsem za premaze pločevink. Zaradi 
svojega endokrinega delovanja BPA spada med motilce endokrinega sistema in ima za 
človeški organizem toksične učinke. S svojim delovanjem lahko vpliva na nastanek debelosti, 
razvoj sladkorne bolezni in srčno-žilnih bolezni. Zelo pomembno in najbolj raziskano je 
estrogeno delovanje BPA, zaradi česar ga uvrščamo med t. i. ksenoestrogene. Zaradi toksičnih 
učinkov spojine je pomembno, da se BPA učinkovito izloča iz človeškega telesa, kar se doseže 
z metabolizmom. Glavna pot metabolizma BPA je glukuronidacija z 
uridindifosfoglukuronozil-transferazami (UGT), obenem pa poteka tudi sulfatiranje s 
sulfotransferazami (SULT). O glukuronidaciji BPA je bilo izvedenih že mnogo študij, manj pa 
je znanega o sulfatiranju, kar smo raziskovali v tej magistrski nalogi.  
Sulfatiranje BPA smo preiskovali z modelom in vitro s citosolnimi frakcijami človeških jeter, 
kar nam je omogočilo, da smo bisfenol A res le sulfatirali in hkrati niso potekale še druge 
encimske reakcije. Vzorce smo analizirali z metodo LC-MS/MS in z umeritveno krivuljo 
določili koncentracijo in hitrost nastajanja produkta – bisfenol A-monosulfata. Encimska 
kinetika je sledila Michaelis-Mentenovim predpostavkam in enačbi, s katero smo nato 
izračunali parametre encimske reakcije. Da smo lahko reakcijo sulfatiranja ustrezno umestili v 
metabolizem bisfenola A, smo v študijah poiskali parametre glukuronidiranja BPA in jih 
medsebojno primerjali. Ugotovili smo, da imata obe reakciji podobno Michaelis-Mentenovo 
konstanto, vendar pa ima reakcija glukuronidiranja višjo maksimalno hitrost, kar se tudi sklada 
s podatki iz literature in z in vivo opaženim dejstvom, da nastane mnogo več glukuronidov 
BPA kot sulfatov.  
 







Bisphenol A (BPA) is a chemical compound widely used in consumer products. As a 
monomer it is a part of polycarbonate and epoxy resins. Polycarbonates can be found in 
bottles, food containers, sports and medical equipment; while epoxy resins are used for the 
coating of food cans. Due to its long history of usage, BPA can be also found in the 
environment. BPA is considered as an endocrine disruptor with many toxic effects to the 
human organism. Because of its endocrine actions it is probably involved in the development 
of obesity, type II diabetes and cardiovascular diseases among others. The estrogenic effects 
of BPA are the best known and evaluated in many researches.  
Due to its toxicity, the metabolism and elimination of BPA are very important. BPA is mainly 
metabolised by glucuronidation with UDP-glucuronosyltransferases (UGTs) and a minor 
pathway of sulfation with sulfotransferases (SULTs). We studied the sulfation of BPA in vitro 
with human liver cytosol fractions. With this model we were able to study the sulfation 
separately from other enzymatic reactions. The samples were then analyzed with LC-MS/MS. 
We calculated the concentration and velocity of the product – BPA-monosulfate – with the 
calibration curve. The enzyme kinetics corresponded with the Michaelis-Menten equation with 
which we also calculated the parameters of the reaction. For the evaluation of the sulfation of 
BPA as a metabolic reaction we compared the results with the parameters of the 
glucuronidation of BPA. We came to the conclusion that both reactions have a similar 
Michaelis-Menten constant but the maximal velocity of the two reactions was higher for 
glucuronidation. The conclusions were consistent with literature and in vivo facts that there are 
more BPA-glucuronides than sulfates. 
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1.1 MOTILCI DELOVANJA ENDOKRINEGA SISTEMA 
Motilci delovanja endokrinega sistema (ang. endocrine disrupting compounds, EDC) so snovi, 
ki vplivajo na delovanje endokrinega sistema – motijo sintezo, izločanje, transport, vezavo in 
izločanje hormonov v telesu. S tem posredno vplivajo na homeostazo, reprodukcijo, razvoj in 
vedenje [1]. Njihovo kopičenje v telesu lahko inducira bolezni, kot so debelost, diabetes, 
srčno-žilne bolezni ali nekatere vrste raka, vplivajo pa tudi na zmanjšanje plodnosti pri obeh 
spolih [2, 3, 4].  
Motilci delovanja endokrinega sistema so prisotni povsod v okolju in so lahko naravnega (npr. 
fitoestrogeni, flavonoidi idr.) ali sinteznega izvora (bisfenoli, ftalati, pesticidi). Nahajajo se v 
mnogih izdelkih, kot so plastenke, pločevinke za hrano, kozmetika, pesticidi, detergenti, 
igrače idr. [1, 5]. Človeški organizem je motilcem endokrinega sistema izpostavljen preko več 
poti (slika 1).  
 
Slika 1: Načini vnosa hormonskih motilcev v telo, prirejeno po [2].  
Največji delež vnesemo v telo s hrano in vodo ter z vdihavanjem delcev in prahu. Možen je 




Motilci delovanja endokrinega sistema so škodljivi že v zelo majhnih koncentracijah, njihovi 
učinki pa se med seboj seštevajo. Zato je pomembno, da se učinkovito in v čim večji meri 
odstranjujejo iz okolja [1, 6]. 
1.2 BISFENOL A 
Bisfenoli so skupina kemičnih spojin, katerih struktura sta dva fenolna obroča, povezana z 
vmesnim ogljikovim atomom ali drugimi kemičnimi strukturami. Med njimi najpogosteje 
uporabljamo bisfenol A (BPA). Prav zaradi tega je BPA tudi eden izmed najbolj proučevanih 
motilcev delovanja endokrinega sistema [7]. 
 
Slika 2: Kemijska struktura bisfenola A (BPA). 
Bisfenol A so prvič sintetizirali leta 1891 s kondenzacijo fenola in acetona ob prisotnosti 
kisline kot katalizatorja [7, 8]. BPA je bela, kristalinična snov s temperaturo tališča pri 156 °C 
in temperaturo vrelišča pri 360,5 °C [9]. Je hidrofobna spojina s šibkimi kislimi lastnostmi, v 
vodi pa je težko topna [10]. V Preglednici 1 so zbrane osnovne značilnosti molekule BPA.  
Preglednica 1: Osnovne značilnosti BPA. 
splošno ime bisfenol A (BPA) 
IUPAC ime 4-[2-(4-hidroksifenil)propan-2-il]fenol 
molekulska masa 228,291 g/mol 
logP 3,3 
pKa 9,6 
Zaradi enostavne proizvodnje in značilnosti materiala (nizka masa, majhna adsorpcija vlage, 
prozoren in vzdržljiv) je proizvodnja BPA hitro narasla in pričel se je uporabljati kot monomer 
za izdelavo polikarbonatne plastike in epoksi smol [7, 8]. Letna proizvodnja BPA še vedno 
narašča, v letu 2016 je bila ocenjena na 8 milijonov ton [11]. 
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Polikarbonatno plastiko uporabljamo pri izdelavi vsakdanjih predmetov, kot so plastenke za 
vodo, sokove in mleko, otroške stekleničke in različni vsebniki za hrano. Najdemo jo tudi v 
kontaktnih lečah, športnih pripomočkih, prav tako v medicinskih in dentalnih pripomočkih. 
BPA kot monomer epoksi smol najdemo tudi v prehranski industriji v premazih za pločevinke 
in kovinske pokrovčke za stekleničke, za zaščito materiala pred vsebino ipd. [7, 12]. Prav tako 
ga najdemo v termalnem papirju, ki ga uporabljamo za tiskanje računov [7]. BPA iz 
materialov prehaja zaradi nepopolne polimerizacije – med proizvodnjo se molekula ne vključi 
v celoti v strukturo polimera, zaradi česar del ostaja prost in se tako izloča iz materiala. Pri 
povišani temperaturi ali v kislem mediju pride do povečanega izločanja BPA [9, 10]. 
Z množično proizvodnjo je BPA postal del našega okolja in z njim prihajamo v stik dnevno, v 
naše telo pa vstopa na več načinov – v največjem deležu s hrano in vodo, absorbira pa se lahko 
tudi skozi kožo ali preko dihal z vdihavanjem prašnih delcev [7, 9]. V mnogih študijah 
spremljanja BPA v človeškem organizmu se je redno pojavljal v urinu, krvi, mleku in drugih 
telesnih tekočinah. BPA prehaja tudi placento in je zaradi tega še posebej nevaren za 
nosečnice in njihov plod [8, 13]. 
1.2.1 TOKSIČNOST BISFENOLA A IN NJEGOVI BIOLOŠKI UČINKI 
S strukturo dveh povezanih fenolnih obročev ima BPA agonistično estrogeno delovanje in 
spada med motilce delovanja endokrinega sistema [7, 14]. Kljub številnim študijam in 
dokazom o izpostavljenosti človeškega organizma bisfenolu A še vedno obstajajo velika 
odstopanja in razlike pri poročanju o učinkih in toksičnosti BPA [3]. 
BPA se veže na več različnih receptorjev: estrogenske, androgene, tiroidne in 
glukokortikoidne, preko katerih povzroči mnogo učinkov. Najbolj poznani in raziskani učinki 
bisfenola A so povezani z agonističnim estrogenim delovanjem na estrogenske receptorje. 
Zaradi estrogenega delovanja spojina spada med t. i. ksenoestrogene. Nekonjugirani BPA in 
vitro tekmuje s 17β-estradiolom in se veže na estrogenske receptorje α in β (ERα in ERβ). 
Spojina ima večjo afiniteto do ERβ kot do ERα, še vedno pa je ta 100- do 1000-krat manjša v 
primerjavi z afiniteto 17β-estradiola [8, 9, 14].  
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Pri vezavi BPA na receptorje in vivo je pomembno dejstvo, da je njegovo estrogeno delovanje 
močno vezano na pot vnosa v telo: pri subkutanem vnosu v telo se učinki pokažejo pri nižjih 
odmerkih v primerjavi s peroralnim ali intraperitonealnim vnosom, kar kaže na dejstvo, da so 
velike razlike v biorazpoložljivosti spojine odgovorne za različne učinke. Biorazpoložljivost 
BPA je pri peroralnem vnosu nizka, saj se intenzivno presnovi v jetrih in enterocitih, z 
glukuronidacijo in sulfatacijo, pri čemer izgubi svojo estrogeno aktivnost [14].  
BPA se z visoko afiniteto veže tudi na estrogenskim receptorjem podoben receptor γ (ERRγ). 
Vezava BPA na ta receptor in učinek delovanja še nista dobro raziskana. Predvsem je treba 
raziskati možnost, da BPA preko receptorja ERRγ deluje že v mnogo manjših koncentracijah 
kot preko estrogenskih receptorjev [7, 8, 16, 17].  
Z izpostavljenostjo in vezavo na več receptorjev ima BPA mnogo toksičnih učinkov. Vpliva 
namreč na razmnoževalne sposobnosti: pogosto je povezan z manjšo plodnostjo pri moških in 
ženskah, zmanjšano moško spolno funkcijo in zmanjšano kakovostjo sperme [3]. Ker BPA 
prehaja placento, lahko predstavlja tudi toksičnost pri razvoju ploda, novejše študije pa so 
visoke koncentracije BPA povezale tudi z zmanjšano porodno maso [3, 8]. Poleg tega BPA 
vpliva na pojav debelosti, saj vpliva na aktivnost nekaterih encimov in hormonov, ki so 
pomembni za vzdrževanje telesne mase [9]. Z delovanjem na endokrini sistem vpliva tudi na 
pojav sladkorne bolezni tipa II in srčno-žilnih bolezni [3, 9]. 
Kljub mnogim študijam in raziskavam je glede učinkov in toksičnosti BPA še precej 
nejasnosti. Rezultati mnogih študij namreč nakazujejo, da se učinki BPA kažejo že pri zelo 
nizkih, v okolju prisotnih odmerkih in ne samo pri višjih odmerkih [3]. Prav zaradi dvomov in 
nejasnosti je Evropska agencija za varnost hrane (European Food Safety Authority, EFSA) 
znižala sprejemljiv dnevni vnos (tolerable daily intake, TDI) bisfenola A s 50 µg/kg telesne 
mase na 4 µg/kg telesne mase. V zadnji oceni bisfenola A je EFSA zaključila, da je 
izpostavljenost BPA pod dovoljeno mejo [8, 16].  
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1.2.2 METABOLIZEM BISFENOLA A  
Metabolizem predstavlja vse kemijske reakcije v celici, ki jih organizem potrebuje za 
ohranjanje življenja. Nekatere reakcije v telesu so spontane, druge pa za svoj potek 
potrebujejo encime kot biološke katalizatorje za pospeševanje in omogočanje reakcije [15, 18, 
19]. Z metabolizmom iz telesa izločamo tudi vse eksogene spojine ali t. i. ksenobiotike, ki v 
telo pridejo s hrano, pijačo, zrakom in zdravili [18]. Glavni cilj metabolizma ksenobiotikov je, 
da lipofilne snovi z biotransformacijami spremeni v hidrofilne, ki jih nato lažje izločimo [21]. 
Metabolizem je pomemben predvsem zaradi svoje detoksifikacijske vloge, saj se z njim 
biološki učinek spojine običajno zmanjša ali izniči, včasih pa se lahko z njim spojina šele 
aktivira [19, 20, 22].  
V grobem metabolizem ksenobiotikov delimo v dve fazi: 
I. faza obsega pripenjanje ali razkrivanje polarnih funkcionalnih skupin na spojinah, s 
čimer se poveča hidrofilnost in v večini primerov zmanjša biološka aktivnost spojine. 
V glavnem v prvi fazi metabolizma potekajo reakcije oksidacije, ki jih najpogosteje 
katalizirajo encimi iz naddružine citokroma P450 (CYP450). Spojine, nastale v prvi 
fazi metabolizma, so boljši substrati za vstop v reakcije druge faze metabolizma 
ksenobiotikov [23]. 
II. faza metabolizma obsega konjugacijo z glukuronsko kislino, sulfatom, acetatom, 
glutationom ali glicinom. Reakcije druge faze metabolizma svoje substrate največkrat 
dobijo iz reakcij prve faze, obstajajo pa tudi spojine, ki vstopajo neposredno v II. fazo. 
V drugi fazi metabolizma tako dobimo bolj hidrofilne presnovke, ki se izločijo iz 
telesa preko ledvic ali z žolčem [19, 23]. 
Bisfenol A se v drugi fazi metabolizma konjugira z glukuronsko kislino in sulfatom (slika 3). 
Pri tem spojina izgubi svojo agonistično estrogeno aktivnost, saj je BPA učinkovit le v svoji 
prvotni obliki [9, 14, 15]. V majhni meri zasledimo tudi oksidirane metabolite BPA, kot sta 3-




 Slika 3: Biotransformacije bisfenola A. Nekonjugirani BPA se v največji meri pretvori v glukuronid s 
pomočjo UGT encimov, poleg tega se s sulfotransferazami pretvori tudi do sulfata. V manjši meri 
zasledimo tudi oksidirane metabolite, ki se lahko tudi konjugirajo naprej. 
1.2.2.1 GLUKURONIDIRANJE BISFENOLA A 
BPA-glukuronid (BPAG) je in vivo najpomembnejši metabolit bisfenola A. V največji meri se 
tvori v jetrih, v manjši meri v ledvicah in črevesju, minimalno pa tudi v pljučih in možganih. 
Glukuronid se hitro tvori s pomočjo več izoform encimov uridindifosfat-glukuronozil-
transferaz (UGT) [7, 8, 24]. Največjo aktivnost pri glukuronidiranju BPA ima izoforma 
UGT2B15, ki ji nato sledijo še UGT1A9, UGT2B7, UGT1A1, UGT2B4 in UGT1A3 [25]. 
Zaradi povečane hidrofilnosti spojine se nato BPAG pri ljudeh izloči preko ledvic z urinom, 
lahko pa tudi z žolčem ali materinim mlekom [10, 26]. BPA lahko vstopa tudi v 
enterohepatično recirkulacijo, s čimer pojasnimo tudi njegovo relativno počasno izločanje iz 
telesa [27]. Pri glukuronidaciji obstajajo razlike v stopnji glukuronidacije glede na spol, saj se 
pri ženskah z glukuronidacijo metabolizira večji del BPA kot pri moških, pri katerih je višji 
delež sulfatiranja. Razlika je najverjetneje v ekspresiji UGT in SULT med spoloma, 
odgovornih za metabolizem BPA [10, 26].  
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1.2.2.2 SULFATIRANJE BISFENOLA A 
Poleg glukuronidiranja je pomemben proces metabolizma bisfenola A in vivo tudi sulfatiranje, 
ki poteka v manjši meri kot glukuronidacija [7, 8]. Podatki o deležu sulfatiranja BPA so 
različni: v študiji iz leta 2004 so v urinu zaznali 69,5 % odmerka v obliki glukuronida ter 
21,0 % v obliki sulfata, preostanek se je izločil kot nekonjugirani BPA. V novejši študiji iz 
leta 2014 pa so v urinu namerili kar 94,6 % odmerka v obliki glukuronida ter le 3,7 % 
sulfatiranega BPA [8]. 
 
Slika 4: Sulfatiranje BPA do nastanka BPA-sulfata.  
Sulfatiranje BPA je zelo pomemben metabolni proces pri novorojenčkih, ki še nimajo 
popolnoma razvitega sistema UDP-glukuronoziltransferaz in zaradi tega glukuronidacija, ki je 
pri odraslih glavna metabolna pot bisfenola A, poteka v manjši meri. Prav zaradi te lastnosti je 
BPA bolj toksičen za novorojenčke, ki ga z nepopolno razvitim metabolizmom še ne morejo 
deaktivirati [7]. 
Sulfatiranje snovi je poleg glukuronidiranja ena izmed pomembnejših reakcij pri metabolizmu 
ksenobiotikov. Katalizirajo ga encimi iz naddružine sulfotransferaz (SULT), ki pripenjajo 
sulfonsko skupino (SO3H) na mnogo ksenobiotikov, obenem pa tudi na endogene snovi, kot so 
steroidi, kateholamini in tiroidni hormoni [23, 28]. Konjugacija s sulfonsko kislino spada v II. 
fazo metabolizma – pri tem se poveča hidrofilnost snovi in olajša izločanje iz telesa z urinom 
ali žolčem, obenem pa sulfatiranje največkrat privede tudi do zmanjšanja ali izničenja 
biološkega učinka spojine [28, 29]. Obstajajo tudi obratni primeri, kjer se s sulfatiranjem 
spojine aktivirajo – to velja za nekatere prekarcinogene ali mutagene [23]. Mnogi substrati za 
sulfatiranje se metabolizirajo tudi z drugimi encimi, kot so UDP-glukuronoziltransferaze, 
8 
 
metiltransferaze, N-acetiltransferaze, alkohol-dehidrogenaze ali monoamino-oksidaze. Katera 
encimska reakcija bo potekla, je odvisno od lokacije samega encima (citoplazma, lumen 
endoplazmatskega retikuluma idr.), encimske kinetike (hitrosti encimske reakcije), količine 
kosubstratov in genetike [28]. 
1.2.2.3 SULFOTRANSFERAZE 
Sulfotransferaze (SULT) so naddružina citosolnih encimov, ki na mnoge eksogene in 
endogene snovi pripenjajo sulfonsko skupino (SO3H). Nahajajo se predvsem v jetrih in v steni 
tankega črevesa, v večji meri tudi v možganih, pljučih, ledvicah in placenti [28, 29]. 
Pomembno dejstvo je, da so skozi človeški razvoj sulfotransferaze v različnih tkivih različno 
izražene. Iz tega lahko sklepamo, da imajo pomembno vlogo pri stimulaciji diferenciacije 
estrogenov, androgenov in tiroidnih hormonov [28]. Sulfotransferaze delimo v tri družine: 
SULT1 (fenolne sulfotransferaze), SULT2 (hidroksisteroidne sulfotransferaze) in SULT4 
(možganske sulfotransferaze) [23, 28, 29]. Za metabolizem ksenobiotikov je najpomembnejša 
poddružina SULT1A s tremi izoformami: SULT1A1 (poimenovana tudi P-PST-1), ki sulfatira 
endogene in eksogene fenole, SULT1A3 (ponekod poimenovana M-PST), ki sulfatira fenolne 
monoamine, in SULT1E1 (ponekod poimenovana EST), ki metabolizira endogene estrogene. 
V skupini hidroksisteroidnih sulfotransferaz pa je najbolj raziskana SULT2A1 (poimenovana 
tudi DHEA-ST), ki metabolizira hidroksisteroide ter primarne in sekundarne alkohole 
ksenobiotikov [23, 29, 30]. Sulfotransferaze so med encimi še dokaj slabo raziskane, zato 
obstaja velika verjetnost, da jih bodo v prihodnosti odkrili še več [29].  
V povezavi s sulfotransferazami ni znana nobena genetska bolezen, le zelo velika raznolikost 
pri izražanju sulfotransferaz v človeški populaciji [38]. Pri proučevanju človeških 
sulfotransferaz so zasledili funkcionalne polimorfizme v vsaj dveh izoformah: v SULT1A1 in 
SULT1A2 [23]. Prav tako so različne izoforme zasledili tudi v družini hidroksisteroidnih 
sulfotransferaz [38]. Omenjeni polimorfizmi lahko pomembno vplivajo na katalitično 
aktivnost sulfatiranja in s tem na deaktivacijo ksenobiotikov [23]. 
Sulfotransferaze katalizirajo prenos sulfonske skupine z aktivnega sulfata na substrat s 
hidroksilno ali amino skupino – fenole, amine, primarne in sekundarne alkohole. Pri tem se 
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močno poveča hidrofilnost substrata in olajša izločanje iz telesa [29, 31]. Na ta način SULT 
inaktivirajo širok spekter endogenih in eksogenih snovi [30]. Donor sulfonske skupine je 3'-
fosfoadenozin-5'-fosfosulfat (PAPS). PAPS je molekula, ki se tvori iz dveh molekul ATP in 
anorganskega sulfata preko dveh encimskih reakcij (slika 5). Prav zaradi porabe dveh molekul 
ATP za nastanek PAPS je sulfatiranje energetsko zelo potraten celični proces [28, 32]. 
𝑨𝑻𝑷 + 𝑺𝑶𝟒
𝟐−  → 𝑨𝑷𝑺 + 𝑷𝑷𝒊 
𝑨𝑷𝑺 + 𝑨𝑻𝑷 → 𝑷𝑨𝑷𝑺 + 𝑨𝑫𝑷 
Slika 5: Nastanek PAPS. V prvem koraku se tvori nestabilen adenozin-5'-fosfosulfat (APS) z ATP-
sulfurilazo. V drugem koraku se tvori 3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfata (PAPS) s pomočjo APS-kinaze 
[27]. 
Za sulfatiranje bisfenola A in vitro je najpomembnejša sulfotransferaza SULT1A1, poleg tega 
BPA v manjši meri sulfatirata tudi SULT1E1 in SULT2A1 [31, 32]. Večina študij sulfatiranja 
BPA uporablja rekombinantne encimske sisteme za določanje encimske kinetike, nadaljnje 
študije pa so potrebne za določanje in vrednotenje sulfatiranja BPA z različnimi modeli in 
vitro [33].  
1.3 ENCIMSKA KINETIKA 
Encimska kinetika je eden izmed najstarejših pristopov k proučevanju encimov, ki temelji na 
hitrosti encimske reakcije glede na eksperimentalne pogoje [34]. S parametri encimske 
kinetike lahko sulfatiranje in delovanje sulfotransferaz bolje ovrednotimo in reakcijo 
primerjamo z drugimi podobnimi pomembnimi encimskimi reakcijami. Za čim točnejšo 
napoved encimskih kinetičnih parametrov (Km in Vmax) moramo encimske eksperimente 
izvajati pri pogojih začetne hitrosti [20]. Ti so vzpostavljeni, ko sta encim in kompleks encima 
in substrata v stacionarnem stanju (hitrosti razpada in nastanka kompleksa se izenačita) [34]. 
Encimske reakcije in vitro težijo k stacionarnemu stanju in so temelj metaboličnih sprememb 
v organizmu [10].  
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1.3.1 ENOSUBSTRATNA ENCIMSKO KATALIZIRANA REAKCIJA 
Sulfatiranje bisfenola A bomo obravnavali kot enosubstratno in enoproduktno reakcijo, z le 
enim vezavnim mestom za substrat. Reakcijo zapišemo z naslednjo enačbo: 
𝑬 +  𝑺  
𝒌−𝟏
←  
𝒌𝟏   
→     𝑬𝑺  
𝒌−𝟐
←  
𝒌𝟐   
→    𝑷  
v kateri E predstavlja encim, S substrat, ES kompleks encim-substrat, P produkt in k konstante 
hitrosti [34]. V času začetnega obdobja reakcije je koncentracija produkta zanemarljivo 
majhna in s tem tudi pretvorba iz produkta v kompleks ES zanemarljiva. Zato lahko zgornjo 
enačbo poenostavimo [10]: 
𝑬 +  𝑺  
𝒌−𝟏
←  
𝒌𝟏   
→     𝑬𝑺  
𝒌𝟐   
→    𝑷 
Zapisano shemo pretvorimo v matematično enačbo na več načinov in ob upoštevanju 
nekaterih predpostavk. Enačba nam omogoča izračun koncentracije substrata v različnih 
časovnih točkah, določanje maksimalne hitrosti reakcije in afinitete encima do substrata [10]. 
Najpogosteje uporabljamo Michaelis-Mentenovo kinetiko, s predpostavko, da se ravnotežje 
med encimom, substratom in kompleksom encim-substrat vzpostavi takoj in vzdržuje med 
reakcijo. Razpad kompleksa encim-substrat v produkt je v tej točki še prepočasen, da bi 
vplival na ravnotežje. Za uporabo Michaelis-Mentenove enačbe moramo upoštevati nekaj 
predpostavk: 
1. Koncentracija encima v reakciji je v primerjavi s koncentracijo substrata zelo majhna, 
tako da se koncentracija substrata med reakcijo ne spreminja.  
2. Produkta nastane zelo malo. Zato ga v začetnih pogojih, ko hitrost reakcije že lahko 
izmerimo, produkta pa še ne nastane toliko, da bi prehajal nazaj v kompleks ES, 
zanemarimo.  
3. Nastanek produkta je hiter, vendar v začetnih pogojih še vedno mnogo počasnejši od 
razpada kompleksa ES na E in S (k2 << k-1), zato velja: 
k1 [E][S] = k-1 [ES] 
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V tretji predpostavki se od Michaelis-Mentenove enačbe razlikuje Briggs-Haldanova 
modifikacija, ki ves čas upošteva stacionarno stanje – kompleks ES je ves čas v stanju 
stacionarnega ravnotežja in zato velja, da kolikor ga razpade na E, S in P, toliko ga tudi 
istočasno nastane nazaj iz E in S. Koncentracija kompleksa ES tako ostaja konstantna, hitrost 
nastajanja P (k2) pa ni nujno tako zelo počasna v primerjavi z razpadom ES na E in S (k-1). To 
lahko opišemo z malo drugačno enačbo: 
k1 [E][S] = k-1 [ES] + k2 [ES] = ES (k-1 + k2) 






v kateri je: 
V0 …………………….. začetna hitrost reakcije; 
E0 ……………………... (začetna) koncentracija encima; 
S0 …………………….. začetna koncentracija substrata; 
Km …………………… Michaelis-Mentenova konstanta; 
k2 …………………….. konstanta hitrosti razpada kompleksa ES v produkt P. 










v kateri je:  
Km ……………………… Michaelis-Mentenova konstanta; 
Vmax …………………….. maksimalna hitrost reakcije. 
Če v Michaelis-Mentenovo enačbo vstavimo podatke, dobimo Michaelis-Mentenovo krivuljo 
– graf odvisnosti hitrosti reakcije od koncentracije substrata v obliki hiperbole, kar je 
prikazano na sliki 6 [10, 23, 34].  
 
Slika 6: Odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije substrata glede na enačbo 2 – Michaelis-
Mentenova krivulja [10]. 
Encimsko kinetiko s pridom uporabljamo za napovedovanje metabolizma snovi. S 
poznavanjem parametrov kinetike in vitro lahko naredimo ustrezno korelacijo s sistemi in vivo 
in s tem napovemo, kaj se s spojino zgodi po absorpciji [23, 34]. Za večino snovi je 
najpomembnejši jetrni metabolizem, kar velja tudi v primeru bisfenola A. Metabolizem 
poskušamo čim bolje ponazoriti z različnimi eksperimentalnimi modeli in vitro, iz katerih 
lahko potem sklepamo na obnašanje spojine in vivo [23, 24]. Za napovedovanje metabolizma 
si tako pomagamo z izračunom navideznih encimskih parametrov, s pomočjo katerih nato 
izračunamo intrinzični očistek. Za njegovo napovedovanje moramo poznati tip metabolične 
reakcije, odgovorni encim, produkt reakcije in encimske kinetične parametre (Km, Vmax, Ki). 




1.3.2 NAVIDEZNI ENCIMSKI KINETIČNI PARAMETRI IN INTRINZIČNI 
OČISTEK 
Navidezni encimski kinetični parametri, kot sta Km in Vmax, so potrebni za izračun 
intrinzičnega očistka. Vmax predstavlja maksimalno hitrost encimsko katalizirane reakcije, ko 
so vse molekule encima zasedene s substratom in govorimo o nasičenju encima. Prav zaradi 
tega je Vmax odvisna od koncentracije encima. Km predstavlja Michaelis-Mentenovo konstanto, 
ki prikazuje afiniteto encima do substrata ter naraščanje hitrosti reakcije s koncentracijo 
substrata. Km je značilna za posamezen par encim-substrat in je odvisna od reakcijskih 
pogojev. Nizka Km tako ponazarja visoko afiniteto encima do substrata. Poleg Vmax in Km, ki 
sta najpomembnejša kinetična parametra, lahko izračunamo tudi druge parametre, kot so 
katalizna konstanta (kcat) in katalitična učinkovitost, ki je definirana kot kcat/Km. Z njimi lahko 
potem še dodatno ovrednotimo in primerjamo različne encime [34, 35].  
Km in Vmax izračunamo s pomočjo eksperimentalnih podatkov, ki jih nato ustrezno 
ovrednotimo. To lahko storimo na več načinov, med katerimi pa se lahko pojavljajo določena 
odstopanja med rezultati, saj vsaka metoda nosi določeno napako [10, 23, 34]. Parametra 
določamo na dva načina: z linearizacijo Michaelis-Mentenove enačbe (iz krivulje lahko 
dobimo le približno oceno) ali z nelinearno regresijo Michaelis-Mentenove enačbe ali njenih 
izpeljank z uporabo najmanjše vsote kvadratov odklonov [10]. Danes najpogosteje 
uporabljamo drugo metodo z obdelavo podatkov s pomočjo različnih računalniških programov 
(GraphPad Prism, MS Excel, Statistica, Sigma Plot Enzyme Kinetcs idr.), obenem pa se 
priporoča vsaj vizualni pregled katere od metod linearizacije. Če točke preveč odstopajo od 
predpostavljenega modela, pomeni, da encimska reakcija ni sledila Michaelis-Mentenovim 
predpostavkam in lahko zaradi tega izračuni privedejo do napačnih rezultatov [23].  
Metod linearizacije je več, princip pa je enak vsem – podatke spremenimo v obliko premice        
y = mx + c, kar nam olajša izračun Km in Vmax. Najpogosteje uporabljani načini so:  
• Lineweaver-Burkova metoda: je zelo enostavna in jo največkrat uporabljajo 
encimologi, vendar ni najtočnejša; 
• Eadie-Hofsteejeva metoda: točnejša metoda;  
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• Hanesova metoda idr. 
Linearizacije, predvsem Lineweaver-Burkova in Eadie-Hofsteejeva metoda, se še vedno 
uporabljajo za vizualno določanje ustrezanja eksperimentalnih točk premici ter prikazovanje 
kinetičnih podatkov [23]. 
Za kvantitativno napoved metabolizma in vitro lahko iz eksperimentalno pridobljenih 
parametrov Km in Vmax določimo intrinzični očistek. Intrinzični očistek (Clint) izraža 
sposobnost organa za metabolično odstranjevanje nevezane učinkovine in je proporcionalna 
konstanta med hitrostjo odstranjevanja in koncentracijo nevezane učinkovine [10]. Je 















Intrinzični očistek se najpogosteje računa iz kinetičnih podatkov in vitro, lahko pa ga 
določamo tudi iz farmakokinetičnih podatkov in vivo (Cltot, ClH, Clr, frakcija absorbirane 
spojine, vezava na proteine). Ob idealni korelaciji bi ta načina morala dajati primerljive 
rezultate, vendar lahko med njimi pride do velikih razlik, predvsem če nimamo določenih 
ustreznih eksperimentalnih pogojev ali ob veliki vezavi encima na prenašalce [23].  
1.4 MODELI IN VITRO ZA PROUČEVANJE METABOLIZMA SPOJIN 
V zadnjih letih se je močno povečalo zanimanje proučevanja metabolizma in vitro, s čimer se 
lahko izognemo etičnim zadržkom raziskav in vivo in še vedno dobimo primerljive rezultate. 
Ker so glavno mesto metabolizma jetra, so se razvili eksperimentalni modeli in vitro, ki 
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ponazarjajo jetrni metabolizem in vivo. Z njimi lahko dobro napovemo metabolizem in 
dobimo tudi kvantitativne rezultate. Modeli in vitro za metabolizem učinkovin so povečini 
izpeljani iz človeških tkiv in poenostavljeno posnemajo razmere v organizmu. Modeli so 
različno kompleksni in imajo zaradi tega tudi različno napovedno moč. Kompleksnejši kot je 
model, boljša je njegova napovedna moč. Z njimi lahko določamo encimsko kinetiko, 
preiskujemo encimske izoforme, računamo intrinzični očistek, iz katerega lahko potem 
izračunamo tudi očistek organa, in s seštevanjem očistkov različnih organov celo očistek 
celotnega organizma. Ugotavljamo lahko tudi mehanizme interakcij ali odzive bolnikov na 
zdravila. Modele ločimo na subcelične (mikrosomi, rekombinantni encimi, citosol, frakcija 
S9), celične (izolirani in kultivirani hepatociti, nesmrtne celične linije), tkivne (izolirano 
vitalno tkivo) in organske (npr. perfundirana jetra) [37].  
Za preiskovanje jetrnega metabolizma in določanje parametrov encimske kinetike so 
najpogostejši sistemi mikrosomi, ki so enostavni za pripravo, dajejo ponovljive rezultate in 
imajo visoko vsebnost metabolnih encimov I. in II. faze. Mikrosomi so tudi stabilni pri 
večkratnem zamrzovanju in odmrzovanju. Kljub temu, da so najpogosteje uporabljani model 
in vitro za encimsko kinetiko mikrosomi, smo pri našem poskusu morali poiskati drug model, 
saj z mikrosomi ne moremo proučevati reakcij s sulfotransferazami [37, 38].  
1.4.1 MODEL IN VITRO S CITOSOLNIMI FRAKCIJAMI ČLOVEŠKIH 
HEPATOCITOV 
Za določanje parametrov encimske kinetike BPA s sulfotransferazami smo izbrali 
eksperimentalni model s citosolnimi frakcijami človeških jeter, ker smo lahko s tem modelom 
nadzorovano proučevali le sulfatiranje BPA. Citosolno frakcijo človeških jeter pridobimo z 
diferencialnim ultracentrifugiranjem homogenata jeter in vsebuje le topne citosolne encime II. 
faze metabolizma: N-acetiltransferazo, glutation-S-transferazo in sulfotransferazo. Za 
katalitsko aktivnost encimov je potreben dodatek eksogenih kofaktorjev - z ustreznim 
dodatkom teh lahko torej proučujemo aktivnost vseh encimov naenkrat ali pa vsak encim 
posebej [37, 38]. V našem primeru smo se osredotočili na metabolične reakcije BPA s 




2 NAMEN DELA 
Bisfenol A (BPA) je kemična spojina z zelo široko uporabo, zaradi česar je prisoten v okolju 
in človeškem organizmu. Kot monomer ga uporabljamo pri izdelavi polikarbonatne plastike in 
epoksi smol. V človeški organizem vstopa na več načinov. Spada med motilce delovanja 
endokrinega sistema in se veže na več receptorjev, preko katerih izraža svoje učinke. Da lahko 
določimo vplive BPA na organizem, moramo poznati metabolizem spojine in encimsko 
kinetiko. Glavna metabolna pot bisfenola A in vivo je glukuronidacija, druga pomembna 
metabolna pot pa je sulfatiranje.  
Konjugacija bisfenola A z glukuronsko kislino in sulfatom je pomembna metabolična reakcija, 
ker spojina s tem izgubi svoje agonistično estrogeno delovanje. Konjugacija s sulfatom    
(slika 7) je pomembna pri zarodkih in novorojenčkih, ki še nimajo v celoti razvitega sistema 
glukuronidiranja, s katerim bi metabolizirali BPA, in tako predstavlja drugo pot presnavljanja 
BPA. 
 
Slika 7: Sulfatiranje BPA do nastanka BPAS. 
V eksperimentalnem delu se bomo osredotočili na raziskovanje sulfatiranja BPA in vitro. 
Poudarek bo na določanju in vrednotenju parametrov encimske kinetike sulfatiranja BPA in 
vitro, ki so pomembni za napovedovanje kinetike sulfatiranja spojine in vivo. Sulfatiranje BPA 
in vitro bomo pričeli z določanjem ustreznih eksperimentalnih pogojev in šele nato izvedli 
poskus sulfatiranja BPA in vitro s citosolnimi frakcijami človeških jeter ter rezultate analizirali 




Slika 8: Shema poteka eksperimentalnega dela –sulfatiranje BPA in vitro. 
V magistrski nalogi bomo poskušali naše rezultate parametrov sulfatiranja in vitro primerjati z 
znanimi podatki iz študij glukuronidiranja spojine in vitro, ki so številčnejše in bolje 
raziskane. Iz tega bomo potegnili sklep o odnosu dveh najpomembnejših metabolnih poti 
bisfenola A.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 REAGENTI IN TOPILA 
• BPA, 99-odstotna čistost, 228,29 g/mol, Sigma Aldrich, ZDA 
• BPA-sulfat natrijeva sol, 95-odstotna čistost, 331,34 g/mol, Sigma Aldrich, ZDA 
• MgCl2×6H2O, 203,3 g/mol, Merck, Nemčija 
• Ditiotreitol (DTT), ≥ 98-odstotna čistost, 154,45 g/mol, Sigma Aldrich, ZDA 
• NaH2PO4×H2O, 137,99 g/mol, Merck, Nemčija  
• Na2HPO4×12H2O, 358,14 g/mol, Merck, Nemčija 
• Voda Milli-Q, pridobljena z aparatom Millipore MilliQ A10 Advantage, MA, ZDA 
• Metanol (MeOH), HPLC grade, Sigma Aldrich, ZDA 
• DMSO EMSURE® ACS za analizo, 78,13 g/mol, Merck, Nemčija 
• Jetrni citosol (cytosol, pooled from human liver), vsebnost proteinov: ~ 20 mg/mL, 
Thermo Fisher, ZDA 
• Adenozin-3'-fosfat-5'fosfosulfat litijeva sol, hidrat (PAPS), ≥ 60-odstotna vsebnost, 





3.1.2 PRIBOR IN APARATURE 
• Stekleni inventar: merilne bučke, čaše, zamaški 
• Polavtomatske pipete, Eppendorf, Hamburg, Nemčija: 
o 0,5–10 µL 
o 2–20 µL 
o 20–200 µL 
o 1–5 mL 
• pH meter Mettler Toledo, Schwerzenbach, Švica 
• termični stresalnik Vortemp 56VC, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
• centrifuga 5415R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
• ročno mešalo Vibromix 114, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
• tehtnica Mettler Toledo A6245, Schwerzenbach, Švica 
• sistem za vodo Milli-Q: Advantage 10, Automatic Sanitation Module, Millipore-Q-
Pod®, Milipak® 40 Gamma Gold Filter 0,22 uM (Merck Millipore, Billerica, 
Massachusetts, ZDA) 
• ostalo: nastavki za pipete, mikrotitrska plošča, plastične kapalke, spatula, čolniček za 
tehtanje, magnetno mešalo, parafilm 
• sistem LC-MS/MS: 
o UHPLC: Agilent 1290 Infinity 
o MS: Agilent 6460MSD Triple Quad, Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA 
20 
 
3.1.3 PRIPRAVA STANDARDNIH RAZTOPIN 
3.1.3.1 PRIPRAVA 200 mM FOSFATNEGA PUFRA: pH 7,4 
Za pripravo 200-milimolarnega fosfatnega pufra s pH 7,4 smo pripravili dve raztopini. V 100-
mililitrsko bučko smo zatehtali 7,16 g Na2HPO4×12H2O in ga raztopili v vodi Milli-Q. Nato 
smo v 50-mililitrsko bučko zatehtali 1,38 g NaH2PO4×H2O in ga raztopili v vodi Milli-Q. 
Raztopino NaH2PO4×H2O smo nato prelili v čašo z magnetnim mešalom in s predhodno 
umerjenim pH metrom pomerili pH raztopine. Tega smo nato uravnali do pH 7,4 z dodajanjem 
raztopine Na2HPO4×12H2O. 
3.1.3.2 PRIPRAVA 50-milimolarnega ditiotreitola (DTT) in 50 mM MgCl2 
V 50-mililitrsko čašo smo zatehtali 0,39 g DTT in ga raztopili v vodi Milli-Q. V drugo 50-
mililitrsko  bučko pa smo zatehtali 0,51 g MgCl2×6H2O in ga raztopili v vodi Milli-Q. 
Raztopini smo imeli tako pripravljeni za nadaljnje delo. 
3.1.3.3 PRIPRAVA 4 mg/mL RAZTOPINE CITOSOLA  
Iz komercialno dostopne raztopine citosola s koncentracijo proteinov 20 mg/mL smo morali 
pripraviti razredčeno raztopino citosola s koncentracijo 4 mg/mL. To smo storili tako, da smo 
v mikrocentrifugirke odpipetirali 40 µL citosola, ki smo ga predhodno premešali na 




3.2.1 DOLOČANJE POGOJEV ZAČETNE HITROSTI REAKCIJE 
Pred začetkom poskusa smo morali najprej določiti pogoje začetne hitrosti, pri katerih smo 
nato proučevali reakcijo sulfatiranja bisfenola A. To smo storili tako, da smo reakcijo izvedli 
pri določeni koncentraciji BPA in spreminjali čas inkubacije, v drugem poskusu pa smo 
spreminjali koncentracijo encima sulfotransferaze. Pogoji začetne hitrosti so bili vzpostavljeni, 
dokler je obstajala linearna zveza med časom in nastalimi metaboliti oz. dokler je obstajala 
linearna zveza med koncentracijo encima (v našem primeru koncentracijo citosola, v katerem 
se nahaja sulfotransferaza) in množico nastalih metabolitov.  
3.2.1.1 DOLOČANJE ČASOVNE ODVISNOSTI  
1. Pripravili smo predhodne raztopine ustreznih koncentracij: 200-milimolarni fosfatni 
pufer, 50 mM MgCl2 in 50-milimolarni DTT. Predhodno smo si pripravili tudi vodo 
Milli-Q, ki smo jo uporabljali v reakciji. 
2. Iz zamrzovalnika (–70 °C) smo tik pred poskusom vzeli citosol (20 mg/mL) in PAPS. 
Odtajali smo ju pod hladno tekočo vodo in takoj postavili na led. 
3. Pripravili smo mikrocentrifugirko za vsako inkubacijo posebej. 
4. V vsako mikrocentrifugirko smo po vrsti odmerili 25 µL pufra, 10 µL MgCl2, 25 µL 
vode, 10 µL BPA (0,25 mM) in 10 µL DTT.  
5. Vzorce smo premešali na orbitalnem stresalniku. 
6. Nato smo dodali 10 µL citosola v vsako mikrocentrifugirko in premešali na orbitalnem 
stresalniku. 
7. Sledila je 5-minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 300 obratov 
na minuto. 
8. Vzorce smo vzeli iz inkubatorja , vsakemu dodali 10 µL PAPS in jih znova premešali 
na orbitalnem stresalniku. 




Preglednica 2: Inkubacijski časi pri določanju pogojev začetne hitrosti.  
vzorec T1 T2 T3 T4 T5 K1 K2 
čas inkubacije [min] 10 20 30 45 60 60 60 
 
10. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 200 µL hladnega metanola z dodanim 
haloperidolom (100 mg/L). 
11. Vzorce smo nato centrifugirali 5 minut pri 13.000×g in 4 °C.  
12. Po končanem centrifugiranju smo odpipetirali 150 µL supernatanta posameznega 
vzorca na mikrotitrsko ploščo. 
13. Vzorce smo nato analizirali z LC-MS/MS. 
3.2.1.2 DOLOČANJE KONCENTRACIJSKE ODVISNOSTI 
1. Pripravili smo vse potrebne raztopine ustreznih koncentracij: 200-milimolarni fosfatni 
pufer, 50-milimolarni MgCl2 in 50-milimolarni ditiotreitol. Predhodno smo si 
pripravili tudi vodo Milli-Q, ki smo jo uporabljali v reakciji. 
2. Iz zamrzovalnika (–70 °C) smo tik pred poskusom vzeli citosol (20 mg/mL) in PAPS. 
Odtajali smo ju pod hladno tekočo vodo in takoj postavili na led. 
3. Pripravili in označili smo mikrocentrifugirko za vsako inkubacijo posebej. 
4. V vsako mikrocentrifugirko smo po vrsti odmerili 10 µL MgCl2, 10 µL BPA (0,25 
mM), 10 µL DTT, 25 µl vode in ustrezno količino pufra, s katerim smo uravnavali 
razliko v volumnih citosola. 
5. Vzorce smo premešali na orbitalnem stresalniku. 





Preglednica 3: Koncentracije citosola pri določanju pogojev začetne hitrosti. 
vzorec C1 C2 C3 C4 
volumen dodanega citosola [µL] 10 5 15 25 
koncentracija citosola v zmesi 
[mg/mL] 
2 1 3 5 
volumen pufra [µL] 25 30 20 10 
 
7. Sledila je 5-minutna predinkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 300 
obratov na minuto. 
8. Vzorce smo vzeli iz inkubatorja, vsakemu dodali 10 µL PAPS in jih znova premešali 
na orbitalnem stresalniku. 
9. Sledila je 60-minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 300 obratov 
na minuto. 
10. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 200 µL hladnega metanola z dodanim 
haloperidolom (100 mg/L). 
11. Vzorce smo nato centrifugirali 5 minut pri 13.000×g in 4 °C.  
12. Po končanem centrifugiranju smo odpipetirali 150 µL supernatanta posameznega 
vzorca na mikrotitrsko ploščo.  
13. Vzorce smo nato analizirali z LC-MS/MS. 
3.2.2 PRIPRAVA UMERITVENE KRIVULJE BPA-SULFATA 
Za kvantifikacijo nastalega produkta, BPA-sulfata, pri reakciji s sulfotransferazami smo se 
odločili za metodo kvantifikacije preko umeritvene krivulje BPA-sulfata. Za umeritveno 
krivuljo smo pripravili ustrezne izhodne raztopine BPA-sulfata v DMSO (prikazano v 
preglednici 4). Nato smo izhodno raztopino redčili z vodo Milli-Q, da smo dobili enako 




Preglednica 4: Priprava raztopin BPA. 
izhodna raztopina [mM] 5,0 2,5 1,0 0,5 0,25 0,1 0,05 0,025 0,01 
donorska raztopina [mM] 0,5 0,25 0,1 0,05 0,025 0,01 0,005 0,0025 0,001 
končna raztopina [µM] 50 25 10 5 2,5 1 0,5 0,25 0,1 
 
V nove mikrocentrifugirke smo nato odpipetirali 10 µL donorske raztopine in dopolnili do 100 
µL z vodo Milli-Q. Da smo umeritveno krivuljo obravnavali enako kot poskus, smo v 
mikrocentrifugirke odpipetirali še 200 µL hladnega metanola s haloperidolom. Odzive smo 
nato izmerili z ustrezno validirano metodo LC-MS/MS.  
3.2.3 SULFATIRANJE BPA 
Po določenih pogojih začetne hitrosti smo v treh ločenih, ponovljenih poskusih izvedli 
sulfatiranje BPA in vitro po naslednjem protokolu: 
1. Pripravili smo vse potrebne raztopine ustreznih koncentracij: 200-milimolarni fosfatni 
pufer, 50-milimolarni MgCl2 in 50-milimolarni DTT. Predhodno smo pripravili tudi 
vodo Milli-Q, ki smo jo uporabljali v reakciji. 
2. Iz zamrzovalnika (–70 °C) smo tik pred poskusom vzeli citosol (4 mg/mL) in PAPS. 
Odtajali smo ju pod hladno tekočo vodo in takoj postavili na led. 
3. Pripravili smo mešanico citosola in pufra (dovolj za vse vzorce) tako, da je vsak vzorec 
vseboval 25 µL pufra in 10 µL citosola.  
4. Pripravili smo mešanico PAPS z vodo Milli-Q tako, da je vsak vzorec vseboval 10 µl 
PAPS in 15 µL vode.  
5. Na stojalu smo pripravili mikrocentrifugirko za vsako koncentracijo BPA posebej in še 
za dve kontroli.  
6. V vsako mikrocentrifugirko smo po vrsti odpipetirali 10 µL MgCl2, 10 µL DTT, 
ustrezen volumen BPA in vode Milli-Q (v preglednici 5 so prikazani volumni 
odmerjanja BPA in vode Milli-Q).  
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75 50 25 20 15 10 7,5 5 2,5 1,5 1 
donorska raztopina  
BPA [mM] 
0,5 0,5 0,25 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 0,025 0,01 0,01 
volumen  
raztopine BPA [µL] 
15 10 10 20 15 10 15 10 10 15 10 
voda total [µL] 20 25 25 15 20 25 20 25 25 20 25 
voda dodatek [µL] 10 5 10 10 5 10 5 0 10 10 5 
 
7. Vsak vzorec posebej smo premešali na orbitalnem stresalniku. 
8. V vsako mikrocentrifugirko smo odpipetirali 35 µL mešanice citosola in pufra, ki smo 
jo predhodno tudi premešali na orbitalnem stresalniku.  
9. Sledila je 5-minutna predinkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 300 
obratov na minuto. 
10. Vzorce smo vzeli iz inkubatorja, vsakemu dodali 25 µL mešanice PAPS in vode ter 
vsakega posebej znova premešali na orbitalnem stresalniku. 
11. Sledila je 45-minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 300 obratov 
na minuto. 
12. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 200 µL hladnega metanola z dodanim 
haloperidolom (1 mg/L). 
13. Vzorce smo nato centrifugirali 5 minut pri 13.000g in 4 °C.  
14. Po končanem centrifugiranju smo odpipetirali 150 µL supernatanta posameznega 
vzorca na mikrotitrsko ploščo.  




Preglednica 6: Končne koncentracije reagentov v reakcijski zmesi. 
 končne koncentracije v 
mikrocentrifugirki 
200 mM fosfatni pufer 50 mM 
50 mM MgCl2 5 mM 
50 mM DTT 5 mM 
citosol 4 mg/mL 0,4 mg/mL 
PAPS 500 μM 50 μM 
 
3.2.4 ANALITIKA 
Nastajanje BPAS in izginjanje BPA smo spremljali s pomočjo sklopljene tehnike LC-MS/MS: 
• UHPLC: Agilent 1290 Infinity 
• kolona: Kinetex C18 (100×3 mm, velikost delcev 2,6 μm), Phenomenex 
• mobilna faza: A (0,025 % CH3COOH v vodi Milli-Q) in B (99,9-odstotni 
acetonitril) 
• temperatura kolone: 37 °C 
• volumen injiciranja: 1 μL 
• gradient (preglednica 7): 
Preglednica 7: Časovno spreminjanje gradienta. 
čas od začetka  
injiciranja [min] 
% mobilne faze A 
pretok  
[mL/min] 
1,8 20 0,5 
2,5 10 0,5 
2,6 10 0,5 
2,8 60 0,5 
6,0 60 0,5 
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• masni analizator: Agilent 6460 s trojnim kvadrupolom 
• ionski izvor (ESI + Agilent JetStream): 
o sušilni plin (temperatura in pretok): 300 °C, 5 L/min 
o nebulizacijski plin: 45 psi 
o JetStream® plin (temperatura in pretok): 250 °C, 11 L/min 
o napetost na kapilari: 3500 V 
o napetost na šobi: 500 V 
Ostali parametri kvantifikacije MRM (ang. multiple reaction monitoring), fragmentor, 
kolizijska energija, naboj in retencijski čas so prikazani v preglednici 8.  
Preglednica 8: Parametri LC-MS/MS za kvantifikacijo BPA in BPAS. 
analit 












148 17 - 2,65 
BPAS 307→212 130 30 - 2,22 
 
3.2.5 OBDELAVA PODATKOV 
Za obdelavo podatkov smo uporabili program GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San 
Diego, Kalifornija). Z orodjem »Enzyme kinetics – Michaelis-Menten« smo izračunali Km, 
Vmax in standardno napako (SE) pri reakciji sulfatiranja BPA. S pomočjo teh podatkov smo 










Intrinzičnemu očistku smo izračunali standardno napako po naslednji formuli: 








Intrinzični očistek smo nato ekstrapolirali na celoten organ, jetra, po naslednji formuli, pri 












Preglednica 9: Človeški fiziološki in biokemični parametri, pomembni pri ekstrapolaciji 








citosolna frakcija človeških jeter 80,7 20 





4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 KROMATOGRAFSKI SPEKTER 
V okviru raziskave smo za spremljanje nastajanja metabolita BPAS in izginjanja BPA 
uporabili ustrezno razvito in preverjeno metodo LC-MS/MS. Razvoj in vrednotenje analizne 
metode nista bila predmet našega dela. Na sliki 9 je predstavljen tipičen kromatogram vzorca 
inkubata z vidnimi MRM-prehodi različnih spojin.  
 
Slika 9: Kromatogram vzorca inkubata. Po vrsti so na sliki vidni: A = haloperidol (interni standard),    
B = BPAS pri eni fragmentaciji, C = BPAS prid drugi fragmentaciji in D = BPA in BPAS. Pri 
kromatogramu D sta vidna tako BPA kot BPAS in njuna različna retencijska časa. 
 
Glede ne izbrane parametre analize se BPAS zaradi svoje večje hidrofilnosti iz lipofilne 
stacionarne faze izloči prej kot BPA, ki je bolj lipofilen in se je zato dlje zadržal na koloni. 
Retencijska časa sta si kljub temu precej podobna in smo morali pri nastavljanju parametrov 
paziti, da smo imeli ustrezno resolucijo in da se vrhova spojin nista prekrivala.   
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4.2 DOLOČANJE POGOJEV ZAČETNE HITROSTI 
Da smo lahko reakcijo sulfatiranja uspešno izvedli, smo morali najprej določiti pogoje začetne 
hitrosti. Eksperimentalno smo to ugotovili tako, da smo potrdili linearno odvisnost med 
količino encima (v našem primeru smo to spreminjali s koncentracijo citosola) in hitrostjo 
reakcije ter med količino nastalega produkta in časom inkubacije [20]. 
Najprej smo določali koncentracijsko odvisnost reakcije – želeli smo določiti koncentracijo 
citosola (vira sulfotransferaz), pri kateri reakcija še poteka linearno, da lahko rezultate nato 
vrednotimo s pomočjo Michaelis-Mentenove enačbe. Rezultate smo nato prikazali s pomočjo 
grafa v hitrosti nastajanja BPAS v odvisnosti od koncentracije citosola (slika 10). 
 
Slika 10: Graf hitrosti nastajanja BPAS v odvisnosti od koncentracije citosola. Na osi x je podana 
koncentracija citosola [mg/mL], na osi y pa hitrost nastajanja BPA-sulfata [µmol/L*min]. Prvotne 




Glede na rezultate, iz katerih je razvidno, da linearnost poteka približno do koncentracije 
citosola 2 mg/mL, smo se odločili, da bomo nadaljnje poskuse opravljali pri tej koncentraciji 
citosola. Vendar se je pri kasnejših poskusih in ovrednotenju rezultatov s pomočjo umeritvene 
premice BPA izkazalo, da je poraba substrata (BPA) pri tej koncentraciji še vedno prevelika, 
saj se je glede na rezultate porabila skoraj polovica substrata. Pri začetnih pogojih reakcije pa 
velja, da se sme porabiti do 10 % substrata in nastati do 10 % produkta [40]. Zato smo reakcijo 
analizirali še pri manjših koncentracijah citosola: 0,8 mg/mL in 0,4 mg/mL. Linearnost in 
ustrezna poraba substrata sta bili doseženi pri koncentraciji citosola 0,4 mg/mL, zato smo 
končne poskuse sulfatiranja opravljali pri tej koncentraciji. 
Po določeni ustrezni koncentraciji citosola smo podobno analizo naredili še za časovno 
odvisnost reakcije. Potrditi smo morali linearnost med količino nastalega produkta in časom 
inkubacije. Rezultate smo prikazali v obliki grafa, ki prikazuje časovni potek reakcije 
upadanja BPA in nastajanja BPAS (slika 11). 
 
Slika 11: Časovni potek nastajanja BPAS in upada BPA. Na osi x je podan čas [min], na osi y pa 
koncentracija BPA in BPAS [µmol/L]. Časovno odvisnost smo merili v 5 časovnih točkah: 10, 20, 30 




Glede na rezultate smo se odločili, da bomo nadaljnje poskuse izvajali pri inkubaciji 45 
minut, saj do takrat glede na nastanek BPAS vidimo linearnost, pri 60. minutah pa vidimo že 
precejšen odklon v koncentraciji produkta.  
4.3 PRILAGAJANJE PROTOKOLA 
Raziskave o sulfatiranju BPA, tako in vivo kot in vitro, so še v polnem teku, zato smo naše 
eksperimentalno delo pričeli z izpopolnjevanjem protokola dela (preglednica 10). Primarni 
protokol dela smo zastavili glede na objavljene študije sulfatiranja in ga med raziskavo še 
izpopolnjevali. Končni protokol je zapisan pod metodami sulfatiranja BPA.  
Preglednica 10: Volumni in koncentracije reagentov pri prvotnem protokolu sulfatiranja BPA (levo) in 























25 50 mM  
200 mM 
fosfatni pufer 25 50 mM 
50 mM MgCl2 10 5 mM  50 mM MgCl2 10 5 mM 
citosol 20 
mg/mL 
25 5 mg/ml  
citosol 4 
mg/mL 10 0,4 mg/mL 
500 µM PAPS 10 50 µM  500 µM PAPS 10 50 µM 
50 mM DTT 10 5 mM  50 mM DTT 10 5 mM 
voda 18 /  voda 25 / 




Končne pogoje reakcije smo določili z začetnimi poskusi za določitev pogojev začetne 
hitrosti, zaradi česar smo zmanjšali čas inkubacije s prvotnih 60 minut na 45 minut in občutno 
zmanjšali koncentracijo dodanega citosola s 5 mg/mL na 0,4 mg/mL. Citosol je v našem 
primeru vseboval preiskovane encime sulfotransferaze. Ko smo imeli določene pogoje začetne 
hitrosti, smo poskuse nadaljevali po prvotnem protokolu, vendar smo imeli težave s 
ponovljivostjo rezultatov. Težave smo pripisali majhnim pipetiranim volumnom – predvsem 
substrata (BPA) in citosola, pri čemer je bila verjetno težava v tem, da gre za suspenzijo, kjer 
je težko zagotoviti homogenost. To težavo smo v končnem protokolu skušali odpraviti oz. 
zmanjšati s tem, da smo povečali odpipetirane volumne. Pred vsakim poskusom smo pripravili 
mešanico citosola in pufra (v ustreznih količinah za vse poskuse), ki smo jo nato pipetirali v 
vzorce. Homogenost citosola smo skušali izboljšati tudi z mešanjem na orbitalnem stresalniku 
pred vsakim odmerjanjem. Prav tako smo pripravili mešanico PAPS in vode, da smo odmerjali 
večji volumen v vzorec. Vse predhodno pripravljene raztopine smo v času poskusa shranjevali 
na ledu, da je bila temperatura konstantna in stabilnost raztopin čim boljša.  
V končnem protokolu smo za boljšo ponovljivost analiznega postopka v hladni metanol, s 
katerim smo prekinili reakcijo, dodali haloperidol kot interni standard. Z uporabo internega 
standarda smo si tako zagotovili, da smo lahko preverjali, kako dobro je postopek ponovljiv. S 
tem lahko v primeru izgube analita pri pripravi vzorca ali pri nihanju odziva merilnega 
instrumenta popravimo napako.  
4.4 KINETIKA NASTAJANJA BPA-SULFATA 
Odzive metabolita v inkubacijski zmesi smo izmerili z LC-MS/MS in z umeritveno premico 
izračunali koncentracije BPA-sulfata. Nato smo določili hitrost nastajanja sulfata tako, da smo 
koncentracije delili s časom inkubacije – v našem poskusu je bil čas inkubacije 45 minut. Nato 
smo pridobljene hitrosti nastajanja metabolita delili še s koncentracijo proteinov v inkubacijski 
zmesi.  
Da smo lahko potrdili Michaelis-Mentenovo kinetiko, smo naredili tudi linearizacijo 
rezultatov, saj smo želeli vizualno preveriti, da od linearnosti ne odstopa preveč točk, saj gre 
potem morda za netipično kinetiko in naredimo z Michaelis-Mentenovo enačbo preveliko 
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napako pri izračunu parametrov encimske kinetike. Za vizualni pregled smo si izbrali 
Lineweaver-Burkovo metodo, ki je najenostavnejša izmed metod linearizacij. Tudi pri tem 
smo si pomagali s programom GraphPad Prism 8.0. Glede na graf (slika 12) smo presodili, da 
od linearizacije ne odstopa preveč točk, in s tem enostavnim vizualnim pregledom potrdili, da 
lahko encimske parametre računamo s pomočjo Michaelis-Mentenove kinetike. 
 
Slika 12: Lineweaver-Burkova linearizacija eksperimentalnih podatkov. 
Ko smo vizualno potrdili, da gre za Michaelis-Mentenovo kinetiko, smo rezultate ponovno 
obdelali. Rezultate smo nato prikazali v obliki grafov, ki prikazujeta hitrost nastajanja sulfata 
bisfenola A v odvisnosti od koncentracije substrata v inkubacijski zmesi. V prvem grafu (slika 
13) so prikazani rezultati vsake od treh ponovitev posebej, v drugem (slika 14) pa vsaka točka 
predstavlja povprečno hitrost nastajanja metabolita, izmerjeno v treh ponovitvah z označenimi 




Slika 13: Kinetika nastajanja BPAS v treh ločenih ponovitvah. 
 




Vse podatke smo analizirali s programom GraphPad Prism 8.0, s katerim smo za prileganje 
krivulje izbrali orodje »Enzyme kinetics – Michaelis-Menten«. Program je nato z nelinearno 
regresijo skozi posamezne točke prilegal krivuljo, ki sledi Michaelis-Mentenovi enačbi, in 
izračunal vrednosti Km, Vmax ter standardno napako vrednosti. Iz enačb 5 in 7, podanih pod 
metodami, smo nato izračunali še intrinzični očistek in intrinzični očistek celotnega organa ter 
standardno napako z enačbo 6. Standardno napako smo določali, ker nam pove natančnost 
naših meritev. Želimo si čim manjšo vrednost te napake, saj to pomeni, da imamo majhno 
variabilnost med meritvami. 
V preglednici 11 imamo navedene encimske parametre kinetike sulfatiranja BPA, pridobljene 
z modelom s citosolnimi frakcijami človeških jeter in vitro. Z izračunom očistka jeter smo 
ugotovljeno sposobnost organa za metabolizem BPA prenesli tudi v realne fiziološke pogoje. 
Poleg rezultatov imamo navedeno standardno napako (SE), ki prikaže natančnost naših 
meritev. 
Preglednica 11: Parametri encimske kinetike sulfatiranja bisfenola A in intrinzični očistek, pridobljeni 
z modelom citosolne frakcije jeter in vitro. Podane so srednje vrednosti s standardno napako (SE). 
TIP KINETIKE MICHAELIS-MENTEN 
parameter vrednost (SE) 
VMAX [nmol/min/mg proteinov] 0,1174 0,0067 
KM [µmol/L] 11,28 1,798 
CLINT [mL/min×mg] 0,0104 0,00176 
CLINT, O [mL/min×kg] 16,786 / 
Parametri sami po sebi povedo zelo malo, zato jih moramo umestiti v fiziološke razmere, da 
jih lahko interpretiramo. Kot povedano v uvodu je glavna pot metabolizma BPA 
glukuronidiranje z encimi UGT, sulfatiranje s sulfotransferazami pa poteka v manjši meri, zato 
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je potrebno parametre sulfatiranja BPA umestiti in primerjati s parametri glukuronidiranja 
BPA. Ker smo eksperimentalno izvajali le sulfatiranje BPA, smo podatke za glukuronidiranje 
BPA iskali v različnih študijah. Prav zaradi tega se pogoji reakcij lahko razlikujejo in pri 
rezultatih lahko prihaja do pomembnih razlik. Študije glukuronidiranja najpogosteje izvajajo z 
mikrosomi, najpogosteje jetrnimi, ali z rekombinantnimi encimi [8], medtem ko smo naš 
eksperiment izvajali z modelom citosolnih frakcij človeških jeter in vitro. Drug 
eksperimentalni model smo izbrali zato, ker z mikrosomi ne moremo proučevati reakcij s 
sulfotransferazami, saj jih mikrosomi ne vsebujejo. V preglednici 12 so podani zbrani 
parametri encimske kinetike sulfatiranja BPA s citosolnimi frakcijami človeških jeter in 
glukuronidiranja BPA z jetrnimi mikrosomi.  
Preglednica 12: Parametri encimske kinetike za sulfatiranje in glukuronidiranje BPA.  
TIP REAKCIJE sulfatiranje BPA glukuronidiranje BPA 







0,1174 8,5 4,25 4,71 
Km [µmol/L] 11,28 8,9 6,39 45,8 
CLint [mL/min×mg] 0,0104 0,95 0,666 0,103 
CLint, o [mL/min×kg] 16,786 856,8 599,4 92,7 
vir: ta mag. naloga Trdan Lušin T. Hanioka N. Coughlin 
Kot vidimo v preglednici 12, so vrednosti Km za sulfatiranje in glukuronidiranje primerljive, 
čeprav so vrednosti Km za glukuronidacijo precej variabilne. Takšna vrednost konstante kaže 
na visoko afiniteto encimov do substrata – bisfenola A – tako SULT kot UGT. Razlika v 
metabolizmu se pokaže pri vrednostih maksimalne hitrosti reakcij: vrednosti za 
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glukuronidacijo so precej višje kot za sulfatacijo bisfenola A. To pomeni, da so in vitro UGT 
zmožni bisfenol A metabolizirati mnogo hitreje kot sulfotransferaze, kar je tudi skladno s 
podatki, da je glukuronidacija najpomembnejša pot za metaboliziranje BPA, sulfatiranje pa le 
stranska pot [7, 8].  
Za izračun intrinzičnega očistka organa jeter in vitro smo uporabili podatke iz preglednice 11. 
Preračunavanje intrinzičnih očistkov glede na celoten organ je pri mikrosomih že dobro 
utečena praksa, saj večino poskusov glukuronidiranja opravljajo na mikrosomih. Za jetrni 
citosol pa enote načeloma podajajo na količino celic in je zato rezultate težko primerjati. 
Vendar glede na izračune vidimo, da je intrinzični očistek in vitro pri sulfatiranju precej 
manjši od intrinzičnega očistka pri glukuronidiranju, kar ponovno potrdi dejstvo, da je glavna 
pot metabolizma BPA glukuronidacija.  
Intrinzični očistek, izračunan in vitro, uporabimo za t. i. in vitro-in vivo ekstrapolacijo 
rezultatov. Ekstrapolacijo rezultatov naredimo s pomočjo predpostavljenih fiziološko 
osnovanih matematičnih modelov, npr. z modelom dobrega mešanja. Z upoštevanjem znanih 
fizioloških modelov (kot so pretok krvi skozi jetra – QH, delež proste učinkovine v krvi – fu, 
ekstrakcijsko razmerje – E) in kinetičnimi podatki in vitro izračunamo očistek organa in vivo 
(največkrat jeter). Primerjava tako dobljenega očistka z dejansko ugotovljenim očistkom in 
vivo nam da povratno informacijo o ustreznosti uporabljenega metaboličnega modela in vitro. 
Zaradi kompleksnosti metabolizma in transporta BPA tega koraka v okviru našega 




5 SKLEP  
V magistrskem delu smo eksperimentalno določili parametre encimske kinetike sulfatiranja 
bisfenola A. Ker smo bisfenolu A preko različnih virov izpostavljeni vsi, je treba zagotoviti 
čim več informacij o njegovih učinkih in izločanju iz telesa. Učinki BPA oz. njegovo 
agonistično estrogeno delovanje se s sulfatiranjem izničijo, prav tako se sulfatirani BPA lažje 
izloča iz telesa, zaradi česar je treba dobro poznati tudi to reakcijo. 
S pomočjo modela in vitro s citosolnimi frakcijami človeških jeter smo proučili encimsko 
kinetiko sulfatiranja BPA. Citosol je predstavljal vir jetrnih sulfotransferaz, kofaktor reakcije 
pa je bil PAPS, s katerim smo zagotovili, da je potekalo izključno sulfatiranje. S prileganjem 
Michaelis-Mentenove krivulje smo določili parametre encimske reakcije. Km reakcije je bil 
11,28 µmol/L in vmax 0,1174 nmol/min/mg proteinov. Parametre sulfatiranja BPA smo 
primerjali s parametri glukuronidacije BPA, ki so jih določili drugi raziskovalci. Vrednosti Km 
obeh reakcij sta primerljivi, kar pomeni, da imajo tako sulfotransferaze kot UDP-
glukuronoziltransferaze visoko afiniteto do bisfenola A. Opazna razlika pa je bila pri določeni 
maksimalni hitrosti, saj je maksimalna hitrost sulfatiranja občutno manjša od glukuronidiranja.  
To pomeni, da glukuronidiranje BPA poteka mnogo hitreje kot sulfatiranje, kar je tudi skladno 
z literaturo, v kateri poročajo, da je glavna metabolna pot bisfenola A glukuronidiranje, 
sulfatiranje pa v večini poteka le v manjši meri. Kljub temu je reakcija sulfatiranja pomembna, 
saj predstavlja drugo pot izločanja iz telesa, ki prav tako kot glukuronidiranje izniči 
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